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Povzetek

Namen raziskovalne naloge je pridobiti ekstrakt iz cvetnega prahu, mu dolociti njegovo
antioksidativno aktivnost in ga formulirati v organogel, s tem pa spoznati pozitivne ucinke
in moZne nacine njegovega uZzivanja. Ekstrakt peloda smo pridobili s konvencionalno
ekstrakcijo (topla maceracija), za katero smo se odlo¢ili na podlagi raziskave literature.
Izracunali smo izkoristek ekstrakcije in s spektrofotometricno radikalsko metodo DPPH
dolo¢ili antioksidativno aktivnost ekstrakta. V nadaljevanju smo pripravili formulacijo

ekstrakta v obliki organogela in ga oblikovali v kapsulo, primerno za uZivanje.

Kljuéne besede: cvetni prah, konvencionalna ekstrakcija, antioksidativna aktivnost,
organogel

Abstract

The purpose of the research task is to obtain an extract from bee pollen, determine its
antioxidant activity and formulate it in an organogel, thereby also learning about its positive
effects and possible ways of consuming it. Pollen extract was obtained by conventional
extraction (hot maceration), which we decided on based on literature research. We calculated
the extraction yield and determined the antioxidant activity of the extract using the
spectrophotometric radical DPPH method. We further prepared the formulation of the
extract in the form of an organogel and formed it into a capsule suitable for consumption.

Key words: bee pollen, conventional extraction, antioxidant activity, organogel
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Preverjanje biolosko aktivnih komponent formuliranega ekstrakta cvetnega prahu v organogel

1 Uvod in opredelitev problema

Vsi poznamo cvetni prah ali pelod, in sicer kot moske spolne oplojevalne celice rastlin cvetnic,
ki ga samice cebel nabirajo poleg nektarja oziroma medic¢ine. Med nabiranjem obojega hkrati
skrbijo za oprasSevanje rastlin, in sicer s prenosom lepljivega peloda na brazdo pestica s cveta
na cvet iste vrste rastline. Z oprasevanjem skrbijo tudi za pridelavo semen oziroma plodov, s
katerimi poteka razmnoZevanje. Pelod je nujno potreben ¢ebelam za prehrano. Ker pridelajo
vec hrane, kot jo same dejansko potrebujejo, preseZzek medu, ki ga pridelajo iz medicine in
mane, vzamejo ¢ebelarji. [1]

Med se ze tisocletja uporablja v prehrani kot sladilo in dodatek k jedem. Poleg medu se v
zadnjem casu veca zanimanje za uZivanje in posledi¢no industrijsko predelavo cvetnega
prahu, ki ima, kot smo ugotovili, precej pozitivnih u¢inkov uzivanja. Zauzijemo ga lahko na

vecd nacinov oziroma v vec oblikah.

Nedavno je bilo ugotovljeno, da cebelji cvetni prah spreminja ¢revesno mikrobioto za
spodbujanje zdravega crevesja. Prav zaradi povecanega zanimanja zanj smo se tudi mi

odlo¢ili, da ga predelamo in pripravimo v obliko, pripravljeno za zauzitje. [2]

Slika 1: Cebela, posuta s cvetnim prahom (Cebelarstvo Jakli¢, 2013)

1.1 Hipoteze
Pred zacetkom eksperimentalnega dela smo si zastavili naslednje hipoteze.

Prva hipoteza: Predvidevamo, da bo izkoristek izbrane metode ekstrakcije znasal pod 50
odstotki.

Druga hipoteza: Predpostavljamo, da bo vrednost antioksidantov ekstrakta glede na
literaturo znasala vec kot 8 odstotkov.

Tretja hipoteza: Pri formulaciji ekstrahiranega vzorca v organogel bomo poleg stearinske

kisline morali uporabiti tudi olje.
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1.2 Cilji
— Pravilna izvedba uporabljenih metod in tehnik.
— Spoznanje novosti o cvetnem prahu in raznih postopkih predelave.

— Predstavitev ugotovljenih podatkov o optimalni predelavi oziroma ekstrakciji cvetnega

prahu iz literature.

— Ugotovitev razlicnih moZnosti uzivanja formuliranih naravnih ekstraktov in njihove

potencialne uporabe v prehrambeni, farmacevtski in zivilski industriji.
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2 Teoreti¢ni del

2.1 Cvetni prah

Zrnca cvetnega prahu ali peloda se tvorijo v pelodnih vreckah prasnikov semenk. Med seboj
se razlikujejo po velikosti, obliki, barvi in povrsinskih strukturah. Namenjena so spolnemu
razmnozevanju rastlin in so nosilec moskih spolnih celic.

Za pelodna zrna vetrocvetk je znacilno, da imajo ogromne koli¢ine peloda, ki je suh in lahek,
saj ga odnasa veter, tako da le malo peloda doseze brazdo pestica. Zuzkocvetke imajo manj
pelodnih zrn, ki so vedja in lepljiva; prenasajo jih ZuZelke, za kar imajo zelo veliko in barvito
cvetno odevalo. [3, 4]

Pelod je proteinsko najbogatejsi del rastline. Cebele obiskujejo cvetje, da naberejo nektar, do
katerega pa ne morejo, ne da bi s seboj odnesle tudi lepljivi pelod na prasnikih, ki se ujame
na drobne dlacice, s katerimi je prekrito cebelje telo. Cebela si pelod z nogami in s §¢eticami
nato ocisti s telesa, ga navlaZi s slino in z medicino ter shrani v ko3ek, ki je posebno mesto za
zbiranje peloda. Cebele v panju ga navlaZijo s slino, stladijo na dno celice in prekrijejo s tanko
plastjo medu, s ¢imer prepredijo kvarjenje. Cebele nujno potrebujejo pelod za hranjenje svojih
li¢ink in izloc¢anje voska. [4, 5]

Vsaka vrsta cvetnih rastlin ima svoja znacilna pelodna zrna, vsa pa vsebujejo:

— vse Zivljenjsko pomembne esencialne aminokisline (triptofan, fanilalanin, valin, histidin,
izolevcin, levcin, lizin, metionin ...),

— antioksidante,

— kisline (biotin, rutin, inozitolno, folno ...),

— makroelemente (natrij magnezij, kalcij, fosfor, kalij) in mikroelemente (cink, baker,

mangan, Zelezo, selen),

— razne mascobne kisline (arhai¢no, linolno in y-linolno kislino, fosfolipide in fitosterole),
— ogljikove hidrate,

— polifenole (vkljuéno z levkotrieni, katehini, fenolnimi kislinami in flavonoidi),

— vitamine skupine B, C, D, E, K, B1, B2 ..., provitamin A in minerale ter

— inhibine, ki zavirajo razvoj nekaterih vrst bakterij. [4, 5, 6, 7]

Cvetni prah pridobivamo s smukanjem ali z izkopanjem iz satnih celic ali v satju.

Cvetni prah osmukanec se odvzame ¢ebelam s smukalniki, ki imajo posebno mreZico, ki
¢ebelam z nozic osmuka kepice cvetnega prahu. Ta pada skozi mrezo v predalcek za zbiranje.

Smukalniki so lahko namesceni na zunanji strani panja na Zrelu ali v notranjosti.

Cvetni prah izkopanec vzamemo s posebno zlicko iz satja, v katero ga cebele shranijo in
obogatijo z izlo¢ki svojih zlez. V satju je cvetni prah ze fermentiran in vsebuje manj vode; pri

njegovem shranjevanju pride v odsotnosti kisika do mle¢nokislinskega vrenja. TakSen cvetni
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prah je precej kvalitetnejSi od osmukanca, vendar lahko pride pri procesu pridobivanja do
poskodbe satja. [4, 5, 7]

UZivanje cvetnega prahu ima za ¢loveka veliko pozitivnih ucinkov, saj:

— pospesSuje venozno in arterijsko cirkulacijo krvi (pomaga zmanjsati visoke vrednosti
mascob v krvi, kot je holesterol, kar izboljsa cirkulacijo in pretok krvi v moZganih);

— izboljSuje diurezo, delovanje ledvic, presnovo kosti, celjenje ran;

— deluje splosno krepéilno, posebej na sréno misico;

— deluje na povecanje odpornosti kapilar, preprecuje krvavitve, skrajsa cas strjevanja krvi in
uravnava ritem srca;

— ga (izkopanec) kot zdravilo in krepcilo uporabljamo pri slabokrvnosti (anemiji),
pomanjkanju ali izgubi modi in energije (asteniji), trebusno-crevesnih boleznih (gastritis, Ciri,
enterokolitis, kolitis, zapeka), pri aterosklerozi, zmanjsani spolni moci, povisanem krvnem
tlaku (arterijski hipertenziji), vnetju prostate (prostatitisu), hipertrofiji prostate, hepatitisu,

cirozi, nevrozi in pri okrevanju po tezkih boleznih ali operacijah. [8]

Zauzijemo ga lahko v ve¢ oblikah, in sicer kot kapsule, tablete (tudi Zvecljive), pasto iz
maticnega mlecka ali zrnca, ki jih lahko potresemo v jogurt, smuti, na solato idr. Primeren je

za otroke in odrasle. Priporo¢en odmerek je 3-5 ¢ajnih zlick za odrasle in 1-2 zlicki za otroke.

Stranski ucinki uzivanja cvetnega prahu so pri posameznikhi lahko alergijske reakcije, zato
je priporocljivo, da smo pozorni na opozorilne znake na izdelkih s cvetnim prahom oziroma

da ga ob zZe potrjeni alergiji nanj ne uzijemo. [6, 9]

Slika 2: Cvetni prah v granulah (GloryBee, 2022)
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2.2 Antioksidativna aktivnost
Antioksidanti so naravne ali sinteticne snovi, ki lahko preprecijo ali upocasnijo oksidativne
poskodbe na nase celice. Clovesko telo naravno tvori proste radikale (stranske proizvode), ki
so zelo nestabilne molekule (so reaktivni zaradi neveznega oziroma prostega elektrona),
neprestano (lahko nastanejo pri celi¢ni presnovi). Pri tem oksidirajo organske sestavine celic.
V zmernih oziroma nizkih koncentracijah imajo ROS in RNS ugodne ucinke, ob visokih
koncentracijah pa lahko prosti radikali povzrocijo oksidativni stres, to je vsako stanje v celici,
ko je poruseno ravnoteZje med reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ROS) in antioksidanti v prid
ROS. Ker oksidativni procesi prevladujejo nad antioksidativnimi, je poruseno ravnovesje
med nastajanjem reaktivnih zvrsti in sposobnostjo njihovega odstranjevanja, posledica cesar
je obolenje (nastanek skodljivih znotrajceli¢nih procesov in razvoja razli¢nih patoloskih stanj
oziroma bolezni). Za nadzor ravnovesja skrbijo pri zdravem cloveku antioksidanti oziroma

endogeni obrambni sistemi. [4, 10, 11, 12]

2.2.1 Trije glavni tipi radikalskih reakcij
Prosti radikali reagirajo zelo hitro in z vsako spojino na poti, reakcija pa poteka po enem
izmed treh nacinov.
— Odvzem vodikovega atoma: nastane nov radikal, ki vstopi v nadaljnje reakcije.
— Adicija radikala na dvojno vez: nastane nov radikal, ki nato sodeluje v nadaljnjih reakcijah.
— Reakcija dveh radikalov: prosta elektrona se zdruzita v novo kovalentno vez, nastane
neradikalski produkt, ki lahko nato ponovno reagira z drugimi radikali. [4, 13]

Telo uporablja reaktivne spojine oziroma zvrsti za obrambo pred patogeni.

2.2.2 Endogeni in eksogeni dejavniki
Endogeni dejavniki, ki v telesu povzrocajo nastajanje reaktivnih snovi, so psihicni stres,
kroni¢no vnetje, prekomerna telesna aktivnost in metabolizem nekaterih ksenobiotikov (npr.

paracetamola), hrane (npr. nasic¢enih masc¢obnih kislin) in alkohola.

Med eksogene dejavnike se uvrscajo elektromagnetna sevanja (UV-svetloba, ionizirajoce
sevanje), izpostavljenost visokim temperaturam, pesticidom, teZkim kovinam (Fe, Cu, Co,

Cr), ultrazvok in vdihavanje cigaretnega dima in ozona. [13, 14]

2.2.3 Oksidativni stres

Oksidativni stres sodeluje pri nastanku Stevilnih bolezni, kot so kardiovaskularne bolezni,
rak, nevrodegenerativne bolezni (npr. Parkinsonova bolezen, Huntingtonova bolezen, ALS
in MS), sladkorna bolezen, kroni¢no vnetje, revmatoidni artritis, astma, vpeleten je tudi pri
staranju. [12, 15]
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2.2.4 Uporaba antioksidantov
Antioksidante uporabljamo tudi v zivilskih izdelkih za doseganje daljSega roka uporabe, v
kozmetiki za zaS¢ito sestavin izdelka, podaljSanje roka uporabe in kot aktivne sestavine z
nalogo 3¢itenja koZe pred antioksidativnimi poskodbami in staranjem.
Uporabljamo jih tudi v medicini, in sicer kot sredstva za zmanjSevanje verjetnosti nastanka
raka, za zdravljenje bolezni jeter, kot terapevtska sredstva za akutne poskodbe centralnega
Zivénega sistema in za upocasnitev bolezni, povezanih z oksidativnimi poskodbami celic

(Alzheimerjeva bolezen, ateroskleroza ...). [12, 13]

2.2.5 Delitev antioksidantov

Antioksidane lahko delimo na vec razli¢cnih nadinov (antioksidante endogena in eksogena,
hidrofilne in hidrofobne antioksidante, encimske in neencimske oksidante, regeneracijske in

neobnovljive antioksidante). Poglejmo si nekatere nastete delitve nekoliko podrobneje.

— Delitev glede na mehanizem delovanja

Glede na mehanizem delovanja lahko antioksidante razdelimo v tri skupine.

— Encimski oksidanti: katalizirajo pretvorbo reaktivnih snovi v nereaktivne ali manj
reaktivne. Med najpomembnejSimi so super dismutaza, glutation peroksidaza in katalaza, ki

sodelujejo pri odstranjevanju superoksidnega radikala.

— Reducenti ali tako imenovani lovilci radikalov: neposredno reagirajo z radikali, prekinejo
verizno radikalsko reakcijo in preprecijo nastanek oksidativnih poskodb molekul.
Predstavniki so vitamina E in C, polifenoli, karotenoidi idr.

— Kelatorji kovinskih ionov: vezejo ione prehodnih kovin (Fe, Cu) in zmanjSajo njihovo

razpoloZljivost. Predstavniki so nekateri proteini (transferin, laktoferin, feritin ...).

— Delitev glede na antioksidativne mehanizme

— Primarni delujejo preventivno in preprecujejo nastanek radikalov in reaktivnih snovi. Sem
uvrs¢amo encimske antioksidante in kelatorje kovinskih ionov.

— Sekundarni antioksidanti so reducenti in nevtralizirajo Ze nastale radikale, prekinjajo verigo
in pretvorijo proste radikale v stabilnejSe, neradikalne produkte.

— Tercialni antioksidanti so tisti, ki sodelujejo pri odpravljanju oksidativnih poskodb

proteinov, DNA in lipidov ter s tem obnovijo antioksidativno delovanje. [7, 16]
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— Endogeni izvor antioksidantov

Endogene antioksidante proizvaja telo samo, saj se sintetizirajo znotraj nasih celic in so
temeljni obrambni mehanizem proti odvecni koncentraciji ROS. Med najpomembnejse
Stejemo encimske antioksidante, ki neposredno prispevajo k obrambi pred reaktivnimi

kisikovimi spojinami in so prvi obrambni mehanizem telesa. [17]
Toso ...

— Katalaza (pretvarja vodikov peroksid v vodo in molekularni kisik).

— Glutation (encim GR Kkatalizira redukcijo GSSG v glutation (GSH), ki je bistvena molekula
pri upiranju oksidativnemu stresu in gradnik imunskega sistema; nase telo ga izdeluje samo,
prisoten je v vseh celicah, Se posebej veliko pa ga najdemo v rdecih krvnickah, celicah oci in
celicah imunskega sistema). [18]

— Superoksid dismutaza (SOD) (znotrajceli¢ni antioksidant, ki pospesi razpad superoksida v
neradikalski vodikov peroksid in kisik).

— Tioredoksin reduktaza (encim, ki izvaja reakcijo redukcije tioredoksina na tioredoksin
disulfid). [19]

— Koencim Q10 (prisoten v vseh celi¢nih membranabh, jih stabilizira in ima klju¢no vlogo pri
tvorbi energije in preprecevanju tvorbe lipidnih peroksilnih radikalov ter ima sposobnost
regeneracije vitamina E; organizem sam sintetizira potreben koecnim Q10, vendar
ucinkovitost tvorjenja pesa s starostjo, zato primanjkljaj nadomeséamo z drugimi viri, kot so
hrana in prehranska dopolnila). [20]

— Alfa lipoicna kislina (mocan antioksidant, ki vsebuje Zveplo in kelira kovinske ione oziroma
sodeluje pri procesih razstrupljanja tezkih kovin v jetrih in zmanjsuje celicne ucinke staranja;
telo jo sintetizira samo, kot prehransko dopolnilo se uporablja za zascito celic pred
Skodljivimi ucinki oksidativnega stresa).

— Eksogeni izvor antioksidantov

Kljub zelo uéinkovitim endotermnim mehanizmom le-ti niso dovolj za celotno obrambo
telesa pred Skodljivimi radikali, zato smo odvisni tudi od eksogenih antioksidantov. V telo
jih vhasamo s hrano. NajpomembnejSe navajamo. [7, 21]

- Vitamin C

Aksorbinska kislina je najpomembnejsi vodotopni antioksidant. Sodeluje pri tvorbi kolagena
(je potreben za delovanje zil, kosti, hrustanca, dlesni, koZe in zob) in delovanju imunskega
sistema. Zivila z najve¢ vitamina C so rastlinskega izvora, npr. paprika, jagodicevje in citrusi.
[22]
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— Vitamin E

Vitamin E je antioksidant v lipofilnih okoljih celice in najpomembnejsi zaviralec lipidne
peroksidacije. Najpogosteje se nahaja v obliki gamatokoferol, njegova najaktivnejsa oblika je
alfa-tokofenol. Pridobimo ga predvsem z Zzivili, ki so bogata z rastlinskimi olji, npr. olje

koruznih in pSenic¢nih kalckov, olje oljcne gorcice, orescki ... [23]

— Karotenoidi

Karotenoide vsebujejo vse zelene rastline kot pomozZna fotosintetska barvila (npr. 3-karoten,
lutein, violaksantin, neoksantin, a- in -kriptoksantina, zeaksantina, anteraksantina ...). Z
absorbcijo presezne energije, ki jo klorofili absorbirajo za potrebe fotosinteze, karotenoidi
preprecijo nastanek skodljive oblike kisika.

Prepoznamo jih po njihovih znacilnih Zivobarvnih (oranznih, rdecih in rumenih) pigmentih.

Najdemo jih v zrelem sadju, korenju, paradizniku in rumenem jesenskem listju. [24]

— Fenolne spojine

Fenoli so skupina rastlinskih sekundarnih metaboltov, za katere je znacilna prisotnost
fenolne skupine. Gradi jih aromatski obro¢ z eno hidroksilno skupino ali ve¢. Glede na Stevilo
aromatskih hidroksilnih skupin v molekuli fenolne spojine delimo na monofenole, difenole
in polifenole. Naravni fenoli so lahko preprosti, totalni fenoli (npr. fenolne kisline, flavonoidi,
flavoni itd.) ali so lahko visoko polimerizirane spojine (npr. tanini).

Pomembni so, saj prispevajo k okusu (npr. ¢aj), vonju in barvi pijace (npr. rdece vino) in Zivil.
[25, 26]

Eksogene antioksidante pridobimo torej z zauZitjem hrane (npr. s sadjem, z zelenjavo, s
strocnicami in polnozrnatimi izdelki) ali omega-3 mascobne kisline ali prehranskih dopolnil,

kot so vitamini, minerali, vlakna, mascobe in aminokisline.
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3 Metode dela

3.1 Ekstrakcija trdno-tekoce

Ekstrakcija je postopek, s katerim iz trdnih ali tekocih zmesi odstranjujemo topne
komponente s topilom. Temelji na razli¢ni topnosti sestavin zmesi v topilu. Ce se spojina iz
trdne zmesi v danem topilu raztaplja, potem se v topilo ekstrahira. Pogoj je, da je mnogo bolje
topna v topilu kot ostale sestavine zmesi. Pridobljeno snov imenujemo ekstrakt. Postopek
sestoji iz dveh zaporednih operacij: najprej spravimo zmes v intenziven stik s topilom, nato

obe fazi lo¢imo.

3.1.1 Vpliv dejavnikov na hitrost ekstrakcije

Na hitrost ekstrakcije vpliva ve¢ dejavnikov.

— Velikost in struktura delcev (manjsa kot je velikost, vecja je medfazna povrsina, ekstrakcija
potece hitreje; v primeru zelo finih delcev lahko pride do oviranja separacije delcev in fluida,

fini material se sprime v vedje delce in tako je pretok topila oviran),
— topilo (biti mora selektivno in z nizko viskoznostjo),

— temperatura (obiajno s poviSanjem temperature naraséa topnost komponente in
posledi¢no hitrost ekstrakcije; pri visokih temperaturah lahko pride do unicenja bioloske
aktivnosti (antioksidanti in proantocianidini), zato moramo obratovalno temperaturo izbrati
premisljeno),

— mesanje fluida (z meSanjem dosezemo vedji snovni prenos s povrsine materiala v glavno

maso topila, prav tako preprecujemo sedimentacijo delcev). [27, 28]

Postopek uporabljamo za pridobivanje olj iz plodov in semen ter za pridobivanje zacimb in
farmacevtskih substanc iz rastlin in sadeZev. Tako lahko loéimo organske spojine od
anorganskih, pridobivamo barvila iz naravnih virov ali si z ekstrakcijo vodotopnih spojin

pripravimo napitek (caj, kavo).

3.1.2 Vrste ekstrakcij

Med najpogosteje uporabljenimi ekstrakcijami so ekstrakcija po Soxhletu, hladna maceracija,

topla maceracija, ultrazvoéna in superkriti¢na ekstrakcija. [29]

3.1.2.1 Konvencionalne ekstrakcijske metode
Med konvencionalne vrste ekstrakcij spadata Soxhletova ekstrakcija in maceracija, ki ju bomo

opisali v nadaljevanju. [30]
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— Ekstrakcija po Soxhletu

Ekstrakcija po Soxhletu je postopek prenosa delno topnih komponent iz trdne v tekoco fazo
z do refluksa segretim topilom. Je ena najbolj razsirjenih ekstrakcijskih metod s segrevanjem
v laboratorijih. Deluje po principu povratnega hlajenja topila. Je enostavna in zelo uéinkovita
metoda, saj ekstraktov ni treba filtrirati, deluje pri visji temperaturi, ki vpliva na vecjo topnost

komponent.

Poteka tako, da topilo nalijemo v bucko in segrevamo, da zavre. Pare se zaradi povratnega
hladilnika uteko¢inijo, zato kondenzat kaplja na trdno zmes v filtrnem tulcu in tako pride
topilo v stik s trdno snovjo. Ko topilo doseZe viSino odtoka (v ekstrakcijski komori in sifonski

cevi), ga potegne nazaj v bucko in postopek se ponovi. [31, 32]

é%/ Condenser
)
)

Extraction chamber

~Siphon arm

/ Extraction solvent
v

Boiling flask

Slika 3: Soxhletova aparatura (M. Pai¢-Karega, 2017)

— Ekstrakcija z maceriranjem

Ekstrakcija z maceriranjem je ena najpreprostejsih ekstrakcijskih tehnik, pri kateri se grobi in
praskasti rastlinski material namoci v topilih, kot so metanol, etanol, etil acetat, heksan itd.
Pogosto se uporablja za ekstrakcijo razli¢nih bioaktivnih spojin iz rastlinskega materiala.
Udinkovitost ekstrakcije je predvsem odvisna od vrste topila, njegove polarnosti ter
kombinacije ¢asa in temperature. Omejitve pri tem postopku so lahko nizek izkoristek
ekstrakcije in uporaba velike koli¢ine topila. Zaradi enostavnosti in ucinkovitosti tega
postopka so ga dolgo uporabljali za pridobivanje eteri¢nih olj in drugih bioaktivnih spojin.
Poteka tako, da zmeljemo rastlinski material na manjSe delce, da se poveca povrsina za
mesanje z izbranim topilom in ucinkovito ekstrakcijo spojin. Pripravljeno spojino zapremo,
da prepre¢imo izhlapevanje topila, mesamo v razli¢nih intervalih in filtriramo skozi filtrirni
medij. [33, 34, 35]

V nadaljevanju bomo opisali Se ultrazvoéno in superkriti¢no ekstrakcijsko tehniko.
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— Ekstrakcija z ultrazvokom

Ultrazvocna ekstrakcija je prednostna tehnika za pridobivanje bioaktivnih spojin iz rastlin,
saj dosega visokokakovostno ekstrakcijo v zelo kratkem ¢asu in z majhnimi stroski. Uporablja
se v zivilih, prehranskih dopolnilih in v farmacevtski industriji, pomembna pa je tudi pri
doseganju cilja zelene ekstrakcije in kemije.

Ultrazvoc¢na tehnologija ekstrakcije uporablja kavitacijo (nastajanje in propadanje majhnih
mehurckov v tekocini), ki jo proizvajajo ultrazvocni valovi in je posledica spremembe visokih
in nizkih tlacnih valov, ki jih povzrocajo ultrazvocni pretvorniki. Interakcija ultrazvoénih
valov z raztopino vzorca povroca intenzivno mesanje in posledi¢no interakcijo med topilom
in analiti; ta ekstremni stres premaga selektivnost membrane, perforira in moti celi¢no steno
ter tako doseZe visokokakovostni transport med notranjimi celicami in okoliSkim topilom.
[27, 36, 37, 38]

— Superkriti¢na ekstrakcija

Superkriticna ekstrakcija je postopek pridobivanja ekstraktov in ucinkovin s topilom
ogljikovega dioksida, ki se nahaja v super kriticnih pogojih. Taksna topila imajo vse fizikalne
lastnosti plinov, vendar so nestisljivi in imajo enako mo¢ raztapljanja kot fluidi, zaradi cesar
delujejo kot topilo. Superkriticna ekstrakcija se izvaja z visokotla¢no ekstrakcijsko napravo in
se uporablja za pridobivanje bioucinkovin iz zeliS¢ in rastlin, pri katerih se zahteva visoka
stopnja Cistosti ekstraktov, to je predvsem v farmaciji in prehrambni industriji. Metoda velja
za okolju prijazno, saj z njo v ozradje ne spus¢amo onesnazenosti. [39, 40]

Iz rezervoarja dovajamo plin (ga stisnemo, zaradi cesar se posledi¢no segreje v visokotlacni
¢rpalki do Zelene temperature) v ekstraktor, v katerem se raztaplja do Zelene komponente v

tekocini. Nato izvedemo seperacijo CO:2 (z znizanjem tlaka) in tako dobimo ¢isti ekstrakt.

3.2 Testi in metode antioksidativnosti
Antioksidativno kapaciteto lahko dolo¢amo s Stevilnimi analitskimi tehnikami, in sicer po:
— spektrofotometri¢ni (testi DPPH, ABTS, FRAP, CUPRA, ORAC ...),
— elektrokemijski (cikliéna voltametrija, amperometrija, bioamperometrija) in
— kromatografski metodi (HPLC, GC).

Izbor metode je odvisen od vzorca, tezavnosti, trajanja testa in eksperimentalnih parametrov.

3.2.1 Dolocanje antioksidativnosti z radikalsko metodo
(spektrofotometricna metoda DPPH)
Antioksidativno aktivnost ekstraktov dolo¢amo z uporabo stabilnega prostega radikala 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Ta metoda je ena izmed najstarejSih in najbolj uporabljenih

metod; uporablja se lahko tako za trdne kot za tekoce vzorce. Metanolna raztopina radikala

11
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DPPH je vijolicasto obarvana in ima absorbcijski maksimum pri valovni dolZini 515 nm. Pri
reakciji DPPH z antioksidantom nastane DPPHo, ki ne absorbira pri navedeni valovni dolZzini
(515 nm), kar se vidi tudi v spremembi barve. Spremembe v barvi raztopine radikala DPPH
(od mocno vijoli¢ne do svetlo rumene) merimo s spektrofotometrom pri valovni dolzini 515
nm. Za dolocanje antioksidativne aktivnosti uporabljamo metanolno raztopino radikala
DPPH z absorbanco priblizno 1,0. Metoda torej temelji na merjenju spremembe absorbance,
ki nastane pri redukciji radikala z antioksidantom. Metoda velja za preprosto, hitro in

ucinkovito.
NO, NO,
' H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET YELLOW

Slika 4: Potek metode DPPH [41]

Na sliki 4 je prikazana sprememba barve, ki nastane s prenosom vodika. DPPH, ki je sprva
vijoli¢en, postane svetlo rumen DPPH-H. [41]

12
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4 Eksperimentalni del

V sklopu raziskovalne naloge smo naravni material (cvetni prah) zmleli, ga ekstrahirali, mu
dolocili vsebnosti biolosko aktivnih komponent (antioksidativnho delovanje), formulirali

ekstrakt v organogel in ga kapsulirali. V nadaljevanju so nasteti postopki tudi opisani.

4.1 Postopek izolacije oziroma ekstrakcije

4.1.1 Aparature in materiali

Material:

¢ rastlinski material (cvetni prah)

Reagent:
e 70-odstotna vodna raztopina etanola (v/v) (30 mL destilirane vode smo dodali 70 mL

absolutnega etanola)

Pribor:
e bucka z ravnim dnom
e magnetni mesalcek
e merilni valj (100 mL)
o kristalizirka
e povratni hladilnik
¢ nuca z nastavkom
e filter papir
e Dbucka z okroglim dnom
e eksikator

e 7licka in spatula

Aparature:
e klasic¢na in analitska tehtnica
¢ magnetno mesalo z grelcem

e rotavapor (rotacijski uparjalnik)

13
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Slika 5: Potek uparjanja vzorca z rotavaporjem

4.1.2 Priprava materiala za postopek ekstrahiranja
Cvetni prah, pridobljen iz tipi¢nih slovenskih travnigkih rastlin, smo pridobili pri Cebelarni
Novak, d. o. 0. (Slovenija, Zgornja Slivnica). Granule, ki so bile premera 3 mm, smo zmleli v

prah.

4.1.3 Topla maceracija
Kot optimalni postopek za ekstrahiranje smo izbrali toplo maceracijo. Iz naravnega materiala
smo pridobili ekstrakt s kontinuiranim meSanjem (1500 rpm) pri temperaturi 40 °C. Cas

ekstrahiranja je bil 2 uri, topilo je bil 70-odstotni etanol.

Material smo pred ekstrakcijo zmleli. 25 g posusenega zmletega cvetnega prahu smo zatehtali
v ¢aso, dodali 150 mL topila (70-odstotna vodna raztopina etanola), magnetni mesalcek in
¢aso pokrili s parafilmom ter tako preprecili izhlapevanje topila. Ekstrakcijska zmes se je tako
enakomerno mesala 30 minut pri konstantni temperaturi 40 °C (proces tople maceracije). Po
preteku ¢asa smo mesanje ustavili, odstranili parafilm in magnetni mesalcek ter ekstrakcijsko
zmes prefiltrirali. Raztopino ekstrakta smo uparili, ostanek materiala na filter papirju pa
zavrgli. Raztopino ekstrakta smo prelili v stehtano bucko z okroglim dnom. Buc¢ko smo
namestili na rotavapor (rotacijski uparjalnik) in odparili topilo do suhega preostanka
ekstrakta. Bucko z ekstraktom smo shranili v eksikator, da se osusi Se preostala vlaga. Bucko
s suhim ekstraktom smo stehtali in dolocili maso ekstrakta ter izracunali izkoristek

ekstrakcije. Tako pripravljen suhi ekstrakt smo uporabili za nadaljnje analize.

14
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Slika 6: Potek tople maceracije

Zmlet cvetni prah smo dali v ¢aSo in vanjo dolili izbrano topilo v razmerju 70 : 30 (70
odstotkov etanola, 30 odstotkov destilirane vode). Nato smo dodali magnetni mesaléek in

¢aso pokrili s parafilmom (preprecimo izparevanje). Zmes smo mesali pol ure pri 40 °C.

4.1.4 Filtracija in uparjanje
Uporabljena seperacijska procesa smo uporabili zaporedoma. Sprva smo izvedli filtracijo, pri
¢emer je lij s specializiranim filtrnim papirjem zadrzeval suspenzijo (oborino) in prepuscal

filtrat (tekocino). Nato smo z rotavaporjem uparili topilo s podtlakom pri 40 °C.

15
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i

Slika 7: Potek filtracije vzorca

Po preteklih 30 minutah smo zmes prefiltrirali in preostalo oborino na filtrnem papirju

zavrgli. Prefiltrirano tekoc¢ino smo nato uparili z rotavaporjem.

Slika 8: Tehtanje prazne bucke pred zacetkom uparjanja vzorca

16
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Preden smo preostalo tekocino iz filtriranja prelili v bucko in zaceli s postopkom uparevanja,
smo morali prazno bucko stehtati, da bi po uparevanju lahko izmerili dobljeno maso
ekstrakta ter posledi¢no izracunali izkoristek ekstrakcije.

Slika 9: Shranjen ekstrahiran vzorec

Po koncani ekstrakciji smo ekstrakt shranili v steklenicko, ki smo jo postavili v hladilnik.

4.1.5 Izracun izkoristka ekstrakcije in mase ekstrakta

Izkoristek ekstrakcije (#ygyayjes V %) SMO izracunali po naslednji enacbi:

m
_ ekstrakt
n ekstrakcije 100

material

pri ¢emer sta

Mestrat _ masa ekstrakta (v g)

Mivaterial _ masa zatehtanega materiala (v g)

Maso ekstrakta My, dolocimo na osnovi razlike mas bucke z ekstraktom ( My, g, ekstrae ) N

prazne bucke z okroglim dnom (M, ) po naslednji enacbi:

mekstrakt = My + ekstrakt — mbucka [42]
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4.2 Spektrofotometricna metoda

4.2.1 Aparature in materiali

Kemikalije:
e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

e metanol

Reagenti:
e raztopina DPPH v metanolu (1 x 10> M) (za pripravo 100 mL raztopine smo zatehtali
2,36 mg DPPH in razred¢ili do oznake (100-mL merilna bucka) ter dobro premesali, da
se je ves DPPH raztopil)

Pribor:
e merilne bucke (100 in 10 mL)
e avtomatski pipeti
e temne steklenicke (10 mL)

e spatula

Aparaturi:
e analitska tehtnica

e spektrofotometer

Slika 10: Spektrofotometer
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4.2.2 Postopek determinacije antioksidativnega potenciala z radikalsko
metodo DPPH

Po ekstrakciji smo preverili Se antioksidativno aktivnost nasega ekstrakta po metodi DPPH.

V 10-mL merilno bucko smo zatehtali 10 mg vzorca in razredcili do oznake z metanolom.

Vzorec smo dobro premesali, da se je ekstrakt raztopil.

Pripravili smo tudi 1 x 10° M raztopino DPPH v metanolu. V temno steklenicko smo
odpipetirali 3 mL raztopine DPPH in 77 pL raztopine ekstrakta, zmes3ali in tako pripravljen
vzorec termostatirali 15 minut pri sobni temperaturi v temnem prostoru. Nato smo izmerili
absorbanco raztopine pri 515 nm. Referen¢no raztopino smo pripravili enako kot vzorec, le
da smo namesto raztopine vzorca odpipetirali 77 pL metanola in absorbanco raztopine

izmerili takoj.

V77 TR
Z AN
oo’ -

Slika 11: Priprava vzorca za metodo DPPH

Na sliki 11 je prikazano tehtanje 10 mg ekstrakta v merilno bucko, v katero smo nato dolili

metanol do oznake 10 mL in vzorec dobro premesali.
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V novo steklenicko smo nato zatehtali 3 mL raztopine DPPH, odpipetirali 77 uL raztopine

ekstrakta, zmeSali in vzorec termostatirali 15 minut v temnem prostoru.

Slika 12: Pripravljeni vzorci za merjenje z metodo DPPH

Na sliki 12 vidimo pripravljene vzorce po izmerjeni DPPH antioksidativni aktivnosti naSega
ekstrakta.

4.2.3 Izracun antioksidativne aktivnosti
Antioksidativna aktivnost vzorca je podana kot odstotek inhibicije glede na referencno

raztopino in se izracuna po enacbi:
0 _ plS
% inhibicije= A=A 100
A

pri ¢emer sta
A
absorbanca referencne raztopine v ¢asu 0 minut

15
A absorbanca raztopine vzorca v ¢asu 15 minut [42]
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4.3 Formulacija ekstrakta v organogel
Vzorec smo Zeleli kapsulirati, zato smo ga najprej formulirali v organogel. Ekstraktu smo
dodali stearinsko kislino z molekulsko fomulo CisHzO: (sluzi kot gelator) in magnetni
mesSaléek ter zmes segrevali na magnetnem mesSalu z grelcem, dokler nista ekstrakt in
stearinska kislina postala homogena. Gelator je povzrocil, da se je ekstrakt ob ohladitvi strdil
in se je oblika kapsuliranega vzorca obdrzala. Vzorec smo nato shranili v malo kapsulo,

pripravljeno za zauZitje.

Slika 13: Potek formulacije vzorca

Da smo lahko ekstrakt shranili v obliko, pripravljeno za uZivanje, smo ga formulirali. To smo
naredili tako, da smo v nas vzorec dodali stearinsko kislino, ki je posledi¢no povzrocila

strditev zmesi in nastaneka kapsulirane oblike vzorca.
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Slika 14: Kapsuliran in shranjen vzorec

Vzorec smo prenesli v kapsulo, pripravljeno za uzivanje.
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5 Rezultati

5.1 Postopek konvencionalne ekstrakcije

Maso polne bucke (z ekstraktom) smo odsteli od mase prazne bucke ter razliko vstavili v
enacbo za izracun izkoristka ekstrakcije, dobljeno vrednost pomnozili s 100 in tako izrac¢unali

vrednost v odstotkih.

mekstrakt = mbucka+ekstrakt - mbucka

Myt = 140,7303 g —127,1932 g
Myetrae = 13,5371 g
Masa ekstrakta je znasala 13,5371 g.

m
__ _ ekstrakt |
n ekstrakcije — 100

material

Masraije = (13,5371 g : 25,0000 g) - 100

nekstrakcije= 0,5415 - 100 — 54,25 %

Izrac¢unali smo, da izkoristek ekstrakcije znasa 54,15 odstotka.

5.2 Dolocanje aktioksidativnega delovanja na radikale z metodo
DPPH (1,1-difeni-2-pikrilhidrzila)
Racunalniska analiza je vzorec in slepi vzorec analizirala. Spodaj so zapisani izracuni

vrednosti antioksidativne aktivnosti ekstrakta.

Izrac¢un prve meritve:
0 15
% inhibicije= (%j :100
A
% inhibicije = ((0,4349 — 0,3844) : 0,4349) - 100
% inhibicije = 0,1161 - 100

% inhibicije = 11,61

Izrac¢un prve meritve je pokazal, da znasa antioksidativna aktivnost vzorca 11,61 odstotka.
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Izracun druge meritve:
0 _ pls

% inhibicije= A=A 1100
A

% inhibicije = ((0,4349 - 0,3795) : 0,4349) - 100
% inhibicije = 0,1274 - 100
% inhibicije = 12,74

Po izra¢unu druge meritve je vrednost antioksidantov v ekstraktu 12,74 odstotka.
Upostevali smo meritev z viSjo dobljeno vrednostjo antioksidativne aktivnosti, torej drugo.

Dejavniki, ki so vplivali na dobljeno vrednost antioksidativnega delovanja ekstrakta, so bili:
motoda suSenja, izvor oziroma geografsko poreklo, ekstrakcija, uporabljena topila in

kemikalije ter njihova kolicina.

5.3 Formulacija ekstrakta v organogel
Gele lahko definiramo kot poltrdno formulacijo z apolarnim (organogeli) ali s polarnim

(hidrogeli) topilom in z notranjo tridimenzionalno mrezno strukturo.

Organogeli so torej tridimenzionalne strukture, sestavljene iz gelatorja in apolarnega topila.

Organogeli lahko vsebujejo vodne molekule, ujete v samosestavljene strukture gelatorja.

Organogelatorji imajo, kot smo ugotovili, klju¢no vlogo pri oblikovanju organogela. Glede
na sposobnost tvorjenja vodikove vezi jih delimo na tiste, ki je ne tvorijo (npr. antracen), in
tiste, ki vez tvorijo (npr. aminokisline). Med nekatere pogoste vrste organogelov uvrséamo:
lecitin organogele, pluronik lecitin organogele (PLO), vrhunski lecitinske organogele (PrLO),
limonen GP1/PG organogele, organogele na osnovi mikroemulzije (MBG), stabilizirane z
zelatino, sorbitanske organogele, pridobljene iz mascobnih kislin, in polietilenske
organogele. [43]

V nasi raziskovalni nalogi smo za organogelator izbrali stearinsko kislino, ki spada med
mascobne kisline (nas organogel torej posledi¢no uvrséamo med sorbitanske organogele).
[44] Videli smo, da je bele do rumenkaste barve, ima nekoliko neprijeten vonj, je netopna v
vodi, topna pa v olju in alkoholih. Nahaja se v zivalskih derivatih in rastlinskih mascobah.
Uporablja se v kozmeticnih izdelkih, uporablja se kot diSava, sufkaktant in emulgator, kot
osnova za izdelavo drugih mascobnih kislin, tudi kot sestavina v svecah, prehranskih
dopolnilih itd. Je ena najpogostejsih nasi¢enih mascobnih kislin v nasi prehrani, kar je bil tudi

eden izmed vzrokov za njeno izbiro. Pri formulaciji nasega ekstrakta v organogel smo jo
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uporabili tudi zato, ker zelo dobro deluje kot sredstvo za stabilizacijo emulzije in ima
ucinkovite lastnosti zgoScevanja, kar smo opazili tudi sami. Stearinska kislina se je v
ekstraktu, postavljenem na magnetnem mesSalu, ob visji temperaturi po nekaj minutah
izvrstno raztopila. Ob hlajenju oziroma prenosu gela v kapsulo je bilo hitro opaziti prehod v

trdnejSe stanje zmesi ekstrakta in gelatorja, posledicno je kon¢na Zelena oblika nastala hitro.
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6 Zakljucek

Na svetu se vedno bolj vracamo k naravi in stremimo k vedno vedji uporabi naravnih Zivil,
saj se zavedamo njihove pomembnosti v prehrani. Ugotovili smo, da je cvetni prah super
zivilo (Cesar so se zavedali Ze v zgodovini), je v celoti naravnega izvora in ima mnogo
hranljivih snovi, kot so vitamini, minerali, beljakovine, aminokisline, encimi, hormoni,
mascobe in naravni antibiotiki. Vse skupaj sluzi za ohranjanje in izboljSevanje nasega zdravja
ter za krepitev imunskega sistema. Poleg tega je bilo ugotovljeno, da lahko pelod
uporabljamo kot uéinkovit naravni dodatek pri zdravljenju razli¢nih bolezni. S tem ko je
narascalo povprasevanje po pelodu, so se zacele intenzivneje razvijati razlicne tehnike in
metode samega nabiranja, razsirile so se moznosti njegove predelave in uporabe v nasi

vsakodnevni prehrani.

Poleg zanimanja za cvetni prah v zadnjih letih strmo narasca tudi zanimanje za izdelke na
osnovi organogelov. Uporaba organogelov kot transportnega sredstva za dostavo zdravil je
bila do sedaj precej omejena, saj so bili sestavljeni iz bionezdruZljivih komponent. V zadnjem
¢asu se je to na sreco zacelo spreminjati, vendar smo Sele v zacetni fazi pozitivnih premikov
na tem podrocju. Po pregledu literature in opravljenem eksperimentalnem delu lahko
potrdimo, da dobrega gela resni¢no ni lahko ustvariti (znanstveniki se lahko trudijo vec let),
saj moramo odlicno poznati vse lastnosti uporabljene snovi, jo na najoptimalnejsi nacin
predelati (da ohrani ¢im ve¢ naravnih pozitivnih u¢inkovin) in jo formulirati v gel, tako da
uporabimo primeren gelator in koli¢ino sestavin, da ne pride do unicenja hranilnih snovi
oziroma samega gela. V raziskovalni nalogi smo glede na cilj predstavili produkt, to je
formuliran ekstrakt peloda (kot organogel v kapsuli), ki bi lahko predstavljal potencial za

novo zdravilo.

Uporaba organogelov je Ze sedaj pomemben nacin dostave zdravil in predvidevamo, da bo
v prihodnosti njena razsirjenost Se narascala na podrocjih parenteralne dostave (boljse
aplikacije zdravila v telo mimo prebavil z injiciranjem, infundiranjem ali implantiranjem),
oralnega uZivanja organogelov (Studije kaZejo, da lahko z njimi vplivamo na nadzorovano
sproscanje bioaktivnih snovi, s povecanjem koncentracije organogenelatorja v organogel
pride do kasnejSega zmanjsanja hitrosti sproscanja ...), transdermalne dostave sistemov
zaradi njihove sposobnosti izboljSanja hitrosti transporta bioaktivnih snovi (organogeli na
osnovi lecitina so bili Ze dolgo preizkuSeni kot matrika za transdermalno dostavo, vendar
znanstveniki prihajajo v zadnjih c¢asih do novih, prelomnih odkritij, tj. od zmanjSane rasti
celic tumorja pri golih misih do skoraj popolne perkutane absorbcije na eksperimentalnih

cloveskih modelih).

Termoreverzibilna lastnost organogelov je ustvarila veliko zanimanje za potencialno

uporabo organogelov kot sistema za dostavo zdravil. Termodinamicno stabilno naravo
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organogelov pripisujejo spontani tvorbi vlaknaste strukture, zaradi katere se organogeli

nahajajo v nizkem energijskem stanju.

Nastevamo pomembne fizikalno-kemijske lastnosti organogelov:

— visokoelasti¢nost (pri nizjih striznih stopnjah se obnasajo kot trdna snov, pri visjih (z
viSanjem temperature) pa zacnejo organogeli teci, saj zacnejo tocke fizi¢nega medsebojnega
delovanja med strukturami vlaken slabeti, dokler ne pride do motenja interakcij med njimi),
—nedvolomnost (preprecevanje prehoda polarizirane svetlobe skozi matriko),

— termoreverzibilnost (ob segrevanju nad kriti¢no temperaturo zacnejo organogeli teci; ko se
hladijo, nad njimi prevladajo organogelatorji in organogeli se vinejo nazaj v stabilnejso
konfiguracijo),

— termostabilnost (sposobnost gelatorjev, da se pod ustreznimi pogoji samosestavijo v
organogele; prav zaradi te lastnosti so bili predlagani kot dostavno sredstvo za bioaktivna

sredstva, pri katerih je zaZelen daljsi rok uporabnosti),

— opticna jasnost (glede na sestavo so lahko prozorni (npr. lecitin organogeli) ali

nepreprozorni (npr. sorbitan monostearati)),

— ucinki kiralnosti (dober gelator iz trdnih vlaken ima kiralno srediSce, ki zagotavlja
termodinamicno in kineti¢no stabilnost sistemu organogela, medtem ko na gelatorje s

tekocimi vlakni kiralnost nima vpliva),

— biokompatibilnost (uporaba razli¢nih biokompatibilnih sestavin odpira nova vrata v
uporabi organogelov v biomedicini za razliko od njihove prvotne izdelave iz razli¢énih

biokompatibilnih organogelov, za kar so bili nezdruzljivi). [43]

6.1 Kljucne ugotovitve na podlagi pregledane literature
V pregledani literaturi in Ze opravljenih raziskavah so preverjali najoptimalnejSi postopek
ekstrakcije cvetnega prahu, ki vsebuje najve¢ antioksidativnih sestavin. Poglejmo si
uporabljene postopke in metode, med katerimi je potekala primerjava in na podlagi katerih
smo se posledicno odlocili za uporabljeno vrsto ekstrakcije in metodo preverjanja

antioksidativnosti.

Uporabljena sta bila dva nacina priprave vzorca (brez mletja peloda pred zacdetkom
ekstrakcije in z mletjem), razli¢ni, najveckrat uporabljeni postopki ekstrahiranja (mesanje oz.
topla maceracija, maceracija, refluks in sonifikacija) in topil (metanol, 70-odstotni vodni
etanol, etanol in voda).

Opisujemo uporabljene postopke ekstrahiranja na podlagi pregledane literature.

— Topla maceracija: ekstrakcijo so izvedli v dveh urah v 7 mL topila z uporabo magnetnega

me3ala z vroco plo3co, ki je delovalo pri hitrosti 1500 rpm, in to pri temperaturi, nastavljeni
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na 40 °C. Po dveh urah so topilo odlili in ga nadomestili s svezim topilom ter postopek

ekstrakcije ponovili Se dvakrat za vsak vzorec.

— Maceracija: vzorec cebeljega cvetnega prahu so tri dni macerirali v 7 mL ekstrakcijskega

topila pri sobni temperaturi (25 °C) pri hitrosti 160 vrt./min in topilo menjali vsakih 24 ur.

— Refluks: za to metodo so uporabili 21 mL topila in temperaturo ekstrakcije, doloceno z

vreliS¢em zadevnega topila. Ekstrakcijo so izvedli enkrat v 2 urah za vsak vzorec.

— Sonikacija: ekstrakcijo so izvedli z 21 mL topila s sondo sonikatorja, ki deluje pri 130 W in
20 kHz. Amplitudo so nastavili na 100 odstotkov in postopek ekstrakcije izvajali 30 minut v

ledeni kopeli (samo enkrat).

Po ekstrakciji so topilo filtrirali. Dobljene raztopine so shranili pri -85 °C do nadaljnje analize.
Vsak postopek ekstrakcije je bil izveden v treh izvodih za vsak vzorec cvetnega prahu. [1]

Na podlagi pogostosti uporabe so izbrali (kot neodvisne spremenljivke) dve ravni za
pulverizacijo (surovo in pulverizirano), stiri ravni za ekstrakcijsko topilo (70-odstotni etanol,
etanol, voda in metanol) in Stiri vrste za postopek ekstrakcije (topla maceracija, maceracija,
refluks in ultrazvocna obdelava). Antioksidativno aktivnost so preverjali z metodami TPC,
DPPH in FRAP.

Dokazano je bilo, da imata vrsta topila in postopek ekstrakcije pomemben vpliv na
antioksidativno aktivnost TPC, DPPH in FRAP cvetnega prahu. Prav tako je bilo ugotovljeno,
da ima od vseh treh neodvisnih spremenljivk, izbira topila prevladujo¢ u¢inek na vrednost

antioksidantov na vseh izbranih testih.

Ce ugotovitve za metodo DPPH pogledamo natanéneje, vidimo, da je topilo (E70 : 30)
najboljsa izbira za najvisji izkoristek ekstrakcije. Med izbranimi postopki ekstrahiranja pa je

najoptimalnejSa topla maceracija s katero koli izmed Stirih vrst topila. [2]

Prav zaradi te potrjene ugotovitve smo se odlo¢ili za ta nacin ekstrakcije nasega vzorca.

6.2 Ovrednotenje rezultatov in metod
Pred zacdetkom eksperimentalnega dela smo na podlagi pregledane literature za prvo
hipotezo postavili, da bo izkoristek ekstrakcije s toplo maceracijo in uporabo (E70 : 30) topila
zna$al manj kot 50 odstotkov. Hipotezo lahko ovrZzemo, saj je dobljena vrednost izkoristka
uporabljene konvencionalne ekstrakcije znasala 54,15 odstotka, kar presega postavljeno
hipotezo.

Drugo hipotezo, prav tako postavljeno na podlagi predhodno pregledane literature, ki pravi,
da bo antioksidativna vrednost ekstrakta znaSala vec kot 8 odstotkov, potrjujemo, saj smo
izracunali 12,74-odstotno delovanje antioksidantov v naSem ekstraktu. Tudi s to dobljeno

vrednostnjo smo zelo zadovoljni.
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Tretjo hipotezo, v kateri predvidevamo, da bomo morali pri formulaciji ekstrakta v organogel
poleg stearinske kisline kot gelatorja uporabiti tudi olje, lahko prav tako ovrZemo, saj je za

dobro formulacijo zadostovala sama stearinska kislina.

6.3 Mozne izboljsave eksperimenta
Ekstrakcija je potekala brez teZav in zapletov, zelo zadovoljiva pa je tudi izracunana vrednost

antioksidantov v ekstraktu.

MozZna izboljSava bi lahko bila, da bi poleg konvencionalne ekstrakcije pridobili ekstrakt Se
sami s kako drugo metodo in nato primerjali sam potek in izkoristek ekstrakcij. Tudi
antioksidativno aktivnost bi lahko prevereli Se kako drugace, ponovno primerjali dobljene
vrednosti in definirati vzroke za razlike.

Pri sami formulaciji ekstrakta smo lahko zelo zadovoljni, saj kot topila nismo bili primorani
uporabiti Se olja, ki bi ga morali v primeru, ce se stearinska kislina ne bi dobro zmesala z
ekstraktom (kar bi laze dosegli z uporabo olja), a hkrati v tem primeru ne bi dobili popolnoma
naravnega kapsuliranega ekstrakta cvetnega prahu.

Izredno zanimiva bi bila nadaljnja analiza kapsuliranega ekstrakta, in sicer na primeru

sproscanja bioaktivnih komponent v dostavnem sistemu.
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